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Sequences de nucleotides exprimant l'adenyl cyclase 
de B. anthracis. 



^ L' invention a pour objet des sequences de 

nucleotides codant pour une adtnyl cyclase telle 
qu # exprim±e par Bacillus anthracis. Elle vise igalement 
les prolines correspondant A cette ad*nyl cyclase et 
leurs applications biologiques. 
■ a. anthracis est une bacteria gram positif 

fortement pathogene pour l'homme et 1* animal. Sa 
virulence r£sulte de la production d'une exotoxine A 
trois composants et d'une capsule d'acide 
poly-D-glutamique. 

^ Les trois protiines consistent en un an- 

tig^ne protecteur (PA) de 85 kDa, un facteur lethal (LF) 
de 83 kDa et un facteur oedema togene (EF) de 89 kDa. 

Ces protiines ne sont pas toxiques en 
elles-B&mes. Mais leur interaction provoque deux 

2Q riponses pathologiques diff6rentes che* 1 'animal. 

Ainsi I 1 injection de PA avec LF provoque 
la mort tandis que 1' injection intradermique de PA avec 
EF produit un oedeme de la peau chez le cochon d'inde ou 
le lapin. Le corposant EF qui est dot* d'une activity 

25 ad6nyl cyclase d£pendante de la calmoduline, activateur 
eucaryote, induit une importante augmentation de la 
concentration en cAMP intracellulaire (AMP cyclique). On 
sait qu'une autre bacteria pathogene, k savoir 
Bordetella pertussis, produit *galeme»t une adSnyl 

30 cyclase toxique, extracellulaire, activte par la 
calmoduline de l'h6te. Comrae l'ont montr£ Mock et al 
(1) f ces deux ad£nyl cyclase sont antiggniquement 
relives bien qu'elles soient produites par des 
organismes taxonoaiquement totalement distincts. 

35 
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Les genes responsables de 1' expression dc 
PA, LF et EF sont presents sur le flasaide pXOI de 
ft.anthracis . Leur clonage aoUculaire et leur expression 
cher E.coli a 4t* rapportte par Vodkia et Leppla (2), 
5 pour PA, Robertson et Leppla (3) pour LF, et Tippetts et 
Robertson, (4) pour EF. 

Nock et al (1) ont tgaleient rapport* un 
proc&dt de clonage et d' expression de 1'adSnyl cyclase 
de p.^n^racjr; dans E-goU- te proced* g6n6ral de 

1Q clonage fait I'objet de la demande Ft 87/10614 du 24 
juillet 1987 aux noms des demandeurs. Bri&vement, on 
utilise selon ce procede 1 1 interaction adenyl 
cyclase-calaoduline qui se traduit par la production de 
cAMP. Le clonage du gdne est ef fectue dans une souche 

15 riceptrice dificiente en adenyl cyclase, portant un 
plasnide expriaant de hauts niveaux de eaimoduline. Les 
gdnes qui coopirent dans le procede de clonage, A savoir 
celui qui code pour 1' adenyl cyclase et celui qui code 
pour la calaoduline, sont d'origine differentes. 

20 En poursuivant leurs travaux dans ce 

doitaine, les inventeurs ont reussi a d£terainer la 
sequence portant 1 ' information requise pour 1* expression 
d a au aoins la partie active d'une adenyl cyclase telle 
qu'expria*e par B,anthMClg. 

25 Cette *tape a pernis de definir la 

structure du g&ne, ses particularity ainsi que les 
similitudes iventuelles avec d'autres genes. La conduite 
de ces travaux a ggalenent permis de dSterainer la 
structure prinaire de la toxine exprinSe et de la 

3Q conparer i la structure de toxines si»ilaires telles que 
s6cr6tfees par exemple par B. pertussin 

L a invention a done pour but de fournir de 
nouvelles sequences de nucleotides capables de coder 
pour des prolines * activit* ad6nyl cyclase telle 

35 qu'expriafie par P T 3nthrflCi8. 
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Elle * egalement pour t.: de foutnir au 
moins la partie active, par rapport a una activite 
adenyl cyclase, de ces proteines. 

L' invention vise en outre A fournir des 
vaccina molecule ires renfer»ant tout ou partie de 
sequences immunopretectrices de 1 'adenyl cyclase. 

La sequence de nucleotides selon 1* in- 
vention est caracterisee en ce qu'elle est constitute 
par au eoins une partie d'une sequence codant pour une 
proteine a activite adenyl cyclase telle qu'exprimee par 
p anthracis. 

Cette sequence est capable de s'hybrider 
avec des genes codant pour une proteine a activite 

adenyl cyclase de B,a,nthHi c ig- 

L' invention concerne egalement une 
sequence de nucleotides caracterisee en ce qu'elle porte 
l'inforsation pour 1' expression d'une adenyl cyclase, ou 
de fragaents de cette derniere, capables de former un 
coiplexe immunologique avec des anticorps diriges 
respectivement contre une adenyl cyclase de P-inthracis . 
20 de pertussis ou de cerveau de rat ou contre des 
fragments d'une telle adenyl cyclase. 

L' invention concerne egalenent une 
sequence recombinante comprenant 1'une des sequences 
definies ci-dessus, le cas echeant associee A un 
proaoteur capable de contrdler la transcription de la 
sequence d'ADN codant pour des sequences de terninaison 
de la transcription et des signaux de traduction et de 
secretion. 

Elle vise encore une sequence de nucleo- 
tides recombinante, associee A un proaoteur. et A un 
operateur permettant de contrdler la transcription, et A 
une sequence signal permettant la secretion de la 
proteine dans l'espace periplasmique (qram -) ou dans le 
milieu exterieur. 
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Selon encore un autre aspect, la sequence 
de nucleotides de 1' invention est capable de s'hybrider 
avec une sonde foriee a partir de la sequence presentant 
1 ' enchalneaent de nucleotides (I) suivant, qui corres- 
pond dans sa total ite au gene SlA <*e Binthracis : 



10 



15 



20 



25 



30 
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la 

GAATTCAAAA TCGGACTTAG AAATACACAT ATAGAAATAA ACAACCTAAT CCATGTCACT 

-400 

GTACCGTTTT TTTACTAAAT AAACGAAATC AGTGTAAAAA TGAACAGCTG AACTTTATCA 

' • ♦ i • • 

ACTTAGAATC TCTTTTTTTA CTTTAAATGC CTAGCTGTTT TTTCTAATGT TTGTATTTCT 

-300 

AAATATATTT AAATATGAAT TGTAGCTGTG TGCCAAGAGT TATAATTAAT TTAAATAAGA 

-200 

TTATATTTGT AAATAAAATT GTAATTTAAC ATGTAGAATA AAGAGATTTT TAGTTTTATT 

AACAGGATGA AAATCCATAA AACCGTAAAT GTGATTTCTA AATTAGTTTA AAATAAAAAA 

-100° 

CAAGGATTTG CTCAGACTTG AGATGAATAT CTAAATATCA AGAACCCAAA GGAGGTTTAA 
GAATGACTAG AAATAAATTT ATACCTAATA AGTTTAGTAT TATATCCTTT TCAGTATTAC 

20 

TATTTGCTAT ATCCTCCTCA CAGGCTATAG AAGTAAATGC TATGAATGAA CATTACACTG 
40 100 

AGAGTGATAT TAAAAGAAAC CATAAAACTG AAAAAAATAA AACTGAAAAA GAAAAATTTA 

60 

AAGACAGTAT TAATAACTTA GTTAAAACAG AATTTACCAA TGAAACTTTA GATAAAAXAC 
80 200 

AGCAGACACA AGACTTATTA AAAAAGATAC CTAAGGATGT ACTTGAAATT TATAGTGAAT 

100 

TAGGAGGAGA AATCTATTTT ACAGATATAG ATTTAGTAGA ACATAAGGAG TTACAAGATT 

, 20 300 

TAAGTGAAGA AGAGAAAAAT AGTATGAATA GTAGAGGTGA AAAAGTTCCG TTTGCATCCC 

140 400 

GTTTTGTATT TGAAAAGAAA AGGGAAACAC CTAAATTAAT TATAAATATC AAAGATTATG 

160 

CAATTAATAG TGAACAAAGT AAAGAAGTAT ATTATGAAAT TGGAAAGGGG ATTTCTCTTG 
180 500 

ATATTATAAO TAAGGAXAAA TCTCTAGATC CAGAGTTTTT AAATTTAATT AAGAGTTTAA 

200 

GCGATGATAG TGATAGTAGC GACCTTTTAT TTAGTCAAAA ATTTAAAGAG AAGCTAGAAT 

22O 600 

TGAATAATAA AAGTATAGAT ATAAATTTTA XAAAAGAAAA TTTAACTGAA TTTCAGCATG 

24 0 * 700 

CGTTTTCTTT AGCGTTTTCT TATTATTTTG CACCTGACCA TAGAACGGTA TTAGAGTTAT 
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ATGCCCCCGX CATGTTTGAG TATATGAATA AGTTAGAAAA AGGGGGATTT GAGAAAATAA 
280 800 

GTGAAAGTTT GAAGAAAGAA GGTGTGGAAA AAGATAGGAT TGATGTGCTG AAAGGAGAAA 

300 

AAGCACTTAA AGCTTCAGGT TTAGTACCAG AACATGCAGA TGCTTTTAAA AAAATTGCTA 

320 

GAGAATTAAA TACATATATT CTTTTTAGGC CTGTTAATAA GTTAGCTACA AACCTTATTA 
340 1000 

AAAGTGGTGT GGCTACAAAG GGATTGAATG TTCATGGAAA GAGTTCGGAT TGGGGCCCTG 

360 

TAGCTGGATA CATACCATTT GATCAAGATT TATCTAAGAA GCATGGTCAA CAATTAGCTC 
380 ,,0 ° 

TCGAGAAAGG AAATTTAGAA AATAAAAAAT CAATTACAGA GCATGAAGGT GAAATAGGTA 

400 



420 



^AAATACCATT AAAGTTAGAC CATTTAAGAA TAGAAGAGTT AAAGGAAAAT GGGATAATTO 



TCAAGGGTAA AAAAGAAATT GATAATGGXA AAAAATATTA TTTGTTAGAA TCGAATAATC 
440 1300 

AGGTATATGA ATTTAGAATT AGCGATGAAA ACAACGAAGT ACAATACAAG ACAAAAGAAG 

460 

^ GTAAAATTAC TGTTTOAGGG CTAAAATTCA ATTGGAGAAA TAXAGAAGTG ATGGCTAAAA 
ATGTAGAAGG GGTCTTGAAG CCGTTAACAG CTGACTATGA TTTATTTCCA CTTCCCCCAA 

500 



520 
540 
560 
580 



GTOTAACAGA AATAAAAAAA CAAATACCAC AAAAAGAATG GGATAAAGTA GTTAACACCC 
CAAATTCATT AGAAAAGCAA AAAGGTCTTA CTAATTTATT^^ATTAAATAT GGAATTGAGA 
GGAAACCGGA TTCAACTAAG GGAACTTTAT CAAATTGGCA AAAACAAATG CTTGATCGTT 
TGAATGAAGC AGTCAAATAT ACAGGATATA CAGGGGGGGA TGTGGTTAAC CATGGCACAG 
AGCAAGATAA TGAAGAGTTT CCTGAAAAAG ATAACGAAA7 TTTTAXAATT AATCCAGAAG 

600 

J6TGAATTTAT attaactaaa aattgggaga tgacaggtag atttatagaa aaaaacatza 

620 

cgggaaaaga otatttaiat tattttaacc gttcttataa taaaatagct cctggtaata 

640 1900 

aagcttatai tgagtggact gatccgatta caaaagccaa aataaatacc atccctacgt 

1£BEN . P LACEN^T 
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660 ,c 

CAGCAGAGTT TATAAAAAAC TTATCCAGTA TCAGAAGATC TTCAAATGTA GGAGTTTATA 

2000 

680 AAGATAGTGG CGACAAAGAC GAATTTGCAA AAAAA6AAAG CGTGAAAAAA ATTGCAGGAT 

700 

ATTTGTCAGA CTATTACAAT TCAGCAAATC ATATTTTTTC TCAGGAAAAA AAGCGTAAAA 

•2 100 

720 TATCAATATT TCGTGGAATC CAAGCCTATA ATGAAATTGA AAATGTTCTA AAATCTAAAC 

2200 

740 AAATAGCACC AGAATACAAA AATTATTTTC AATATTTAAA GGAAAGGATT ACCAATCAAG 
760 

TTCAATTGCT TCTAACACAT CAAAAATCTA ATATTGAATT TAAATTATTG TATAAACAAT 

2300 

7 80 

TAAACTTTAC AGAAAATGAA ACGGATAATT TTGAGGTCTT CCAAAAAATT ATTGATGAAA 

800 

AATAAATATA TATAATTGTT TTTCTGAAAA TTCATCATTT TAAAGAAGAC ACTAGGAATT 

2400 

AAATAGATGT ATTGAATAGT TATAGTAATG GTCTTGTATG GACATACCGC TTATACTTTG 

2500 

GGAGGTAGTA GATATTAAAC AAGATATAGC AAATGAACTG GATGTAGATC 
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ou l'enchalnenent des nucleotides coapleaentaires de 1* 
sequence (I). 

Des sequences selon 1' invention sont 
caracterisees en ee qu'elles coaprenaeat 1' enchaineaent 
5 (I) defini ci-dessus ou sont constitutes par tout ou 
partie de cet enchaineaent. 

La sequence en aval du site de liaison aux 
ribosomes est caracterisee en ce qu'elle est particu- 
lierement riche en A-T. 

10 11 va de soi ^ ue le$ b **« la sequence 

de nucleotides consideree peuvent etre dans un ordre 
different de celui trouve dans les genes et/ou que ces 
bases peuvent etre, le cas echeant, substitutes, des 
lors qu'une sonde elaboree a partir d'nne telle sequence 

15 donne une reponse caracteristique et non equivoque quant 
a la capacite de reconnaitre la presence de genes codant 
pour une adenyl cyclase telle que secretes par 

Toute sequence de nucleotides hybridable 
20 avec celle de 1* enchaineaent (I), telle qu'obtenue par 
transcription enzyaatique inverse de l'AMI correspondant 
pu encore par synthese chiaique, entre egalement dans le 
cadre de 1* invention. 

La sequence de nucleotides de V invention 
25 correspond encore, selon le code genetique universel, a 
au bo ins une partie de la sequence (II) en acides aaines 
suivantes : 



30 
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Les lettres indiquces d«ns cet enchsi- 
nement presentent les significations convent ionnel les 
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suivantes : 




D 


Acide aspartique 


E 


Acide glutamique 


A 


Alanine 


R 


Arginine 


N 


Asparagine 


r 


Cysteine 


Q 


Glutaaine 


n 


Glycine 


H 

CI 


Histidine 


I 


Isoleucine 


L 


Leucine 


K 


Lysine 




Methionine 


F 


Phenylalanine 


P 


Proline 


S 


Serine 


T 


Threonine 


V 


Tryptophane 


Y 


Tyrosine 


V 


Valine 



L' invention vise en outre une prottine A 
activity adtnyl cyclase du type de celle synth£tis4e par 
ft anthracls , ainsi que les fragments peptidiques de 
cette protiine, correspondent selon le code g£n6tique 
universel A l'une des sequences de nucleotides 
ci-dessus. 

La prot&ine selon I 1 invention est telle 
qu'obtenue par transformation de cellules h6tes au moyen 
d'un vecteur recombinant contenant une sequence de 
nucleotides comme def inie plus haut sous le contrdle 
d' elements de regulation permettant 1' expression de 
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laditc sequence dans la cellule hdte, aise en culture 
dans un milieu approprie des cellules h6tes transf orates 
et recuperation de la proteine A partir de cet cellules 
ou directement 4 partir du si lieu de culture lorsqu'elle 
5 est sicritie. 

L* invention vise plus sptcialeaent une 
proteine correspondant, selon le code ginttique 
universel, k la sequence (I) de nucleotides et qui est 
representee par 1 'enchainement (II) de 800 acides 

1Q amines. Cette proteine possdde un poids moieculaire 
theorique M r de 92 387. Corome d'autres proteines 
extracellulaires d'organismes gram positifs, l*ad£nyl 
cyclase apparait synthetisee par B.anthracis sous forme 
d'un plus grand precurseur dont la sequence signal est 

15 eiininee lors de la secretion. Le debut de la sequence 
devrait occuper la position 29 ou pourrait occuper la 
position 34. La composition globale apris elimination de 
la sequence du precurseur correspond i une proteine 
hydrophile. Des residus basiques ainsi que des acides 

2Q amines hydrophobes sont proches de la partie N-terainale 
comae caracteristiques d'un peptide signal. On peut 
substituer A cet enchainement signal d'autres peptides 
signaux, en particulier pour ameiiorer la secretion de 
I'adenyl cyclase dans d'autres organismes. 

25 On notera que I'adenyl cyclase ci-dessus, 

corome celle exprim^e par B. pertussis . ne contient pas de 
residus cysteine, ce qui contraste avec les observations 
biochiaiques effectuees sur les cyclases eucaryotes. 

L'etude de cette sequence de 800 acides 

30 amines montre qu'elle presente plusieurs regions 
communes avec l'ad6nyl cyclase s£cr£tee par B. pertussin 
de 1706 acides amines, comme developpe dans la partie de 
la description illustrant plus en detail 1* invention. 

Selon un autre aspect de V invention, la 

35 proteine de 1' invention A activite adenyl cyclase donne 
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lieu i une reaction immunologique croisee avec des 
anticorps dirigts contre des sous-unites catilytiques 
d'adenyl cyclase de cerveau de rat ou encore contre 
l'adinyl cyclase de B. pertussis. 
s La proteine de 1* invention et set 

fragments, qui peuvent *tre egaleneat obtenus par 
synthase chimique, prisentent avantageuseaent un degre 
de puret* eieve et sont utilises pour former , selon les 
techniques classiques, des anticorps polyclonaux. 

10 De tels anticorps polyclonaux, ainsi que 

les anticorps monoclonaux capables de reconnaitre 
specif iquement la proteine ci-dessus et ses fragments 
sont tgalement vises par 1 'invention. 

Les sequences de nucleotides selon 

15 1' invention sont obtenues avantageuseaent selon le 
proctdi de clonage des deaandeurs evoqui plus haut. Les 
vecteurs recombinants d* expression et de clonage 
capables de transformer une cellule h6te appropriee 
entrent igalement dans le cadre de V invention. Ces 

2 Q vecteurs comportent au aoins une partie d'une sequence 
de nucleotides de 1 • invention sous le contrdle 
d* elements de regulation permettant son expression. Les 
souches de microorganisaes transfornies font egalement 
partie de V invention. Ces souches coaportent I'une des 

25 sequences de nucleotides dffinies ci-dessus ou encore un 
vecteur recombinant tel que defini precedemment. 

L 1 invention vise tgalement les applica- 
tions biologiques des sequences de nucleotides, des 
proteines correspondantes et des anticorps monoclonaux 

30 ou polyclonaux. 

Ces appl icat ions compxennent 1 ' elabo- 
ration, i partir de fragments intrageniques de 
l'enchainement (I), de sondes pour la detection de 
sequences similaires dans les genes produisant des 

35 adenyl cyclases. Cette elaboration coaprend, notamment, 
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la dinaturation des sequences double bnn pour obtenir 
une sequence aonobrin utilisable en tant que sonde. 

L' invention vise done des sondes de 
detection caract4ris6es en ce qu'elles coaprennent au 
aoins une partie d'une sequence de nucleotides d*finie 
ci-dessus, plus specialeaent un fragment intragenique 
codant pour le site catalytique de liaison A la 
calaoduline ou de maniAre suf fisaaaent specif ique pour 
une partie de ce site, dans les adAnyl cyclases 
bactSrienne. De tels fragments, coapltaentaires des 
sites corespondants dans les gines d'eucaryotes 
exprimant de 1'adenyl cyclase A activite dependante de 
la calmodulins prisentent en particulier l'avantage de 
faciliter le clonage et 1 'analyse des genes en question. 

Le fragment d'ADN utilise coaae sonde 
coaporte un nombre de nucleotides suffisant pour obtenir 
la specif icite requise et la formation d'un hybride 
stable. 

Des sondes approprites pour ce type de 
detection sont avantageusement marquees par un element 
radio-actif (sondes chaudes) ou tout autre groupe non 
radio-act if (sondes froides) per Bet tant la reconnais- 
sance de la sonde A l'Atat hybrid* avec la preparation 
renferaant l'ADN A etudier. 

Selon les techniques classiques, ces 
sondes sont mises en contact avec un Achantillon 
biologique renfermant des bacttries, ou directenent avec 
ces bactiries ou leurs acides nucliiques, dans des 
conditions autorisant 1 'hybridation eventuelle de la 
sequence de nucleotides de la sonde avec une sequence 
coapieaentaire, eventuellement contenue dans le produit 
teste. 

On peut, par exeaple, aettre en oeuvre la 
aethode d' hybridation sur taches. -Cette sethode comporte 
apres denaturation de 1 1 ADN prealableaent obtenu A 
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partir de cellules expriMnt de l'adcayl cyclase, le 
dep6t d'une quant ite aliquote de cet ADN sur des 
membranes de nitrocellulose, 1 • hybridation de cheque 
aeabrane dans les conditions usuelles avec la sonde tt 
la detection, de aaniire class ique, de I'hybride fora*. 

On peut aussi utiliser une aithode 
d 1 hybridation sur rtplique, selon la technique de 
Southern. Cette mSthode coaprend la separation 
61ectrophor£tique en gel d v agarose des fragments d 1 ADNs 
engendr£s apr&s traitement de l'ADNs par des enzyaes de 
restriction, le transfert apres dSnaturation alcaline 
sur des membranes appropri£es et leur hybridation avec 
la sonde dans les conditions usuelles. II Vest pas 
tou jours nicessaire de procider 4 1 9 expression prialable 
de l'ADN. II suffit que I'ADN soit rendu accessible i la 
sonde. 

L* invention fournit ainsi des outils 
peraettant de ditecter rapideaent, avec une grande 
spicificit*, des sequences siailaires dans les gines 
codant pour des adinyl cyclases, ce qui pernet d'itudier 
l'origine et le aode d' action de ces adeoyl cyclases. 

Pour la aise en oeuvre des atthodes de 
detection considirtes ci-dessus bastes sur 1' utilisation 
de sondes nucliotidiques, on a recours avantageuseaent k 
des nicessaires ou kits coaprenant : 

* une quant it* dtterninte d'une sonde nucltotidique 
selon !■ invention, 

- avantageuseaent, un ailieu approprii zespectiveaent A 
la formation d'une reaction d 'hybridation entre la 
sequence A d6 teeter et la sonde, 

• avantageuseaent des rAactifs permettant la detection 
des complexes d'hybridation formis entre' la sequence de 
nucleotides et la sonde lors de la reaction d* hybri- 
dation. 

L* invention vise tgalesent les applic- 
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tions immunoiogiques des proteines definies ci-dessus, 
plus specialenent pour 1 'elaboration d'antiseruas 
specif iques ainsi que d' anticorps polyclonaux et 
aonoclonaux. les anticorps polyclonaux sont foraes selon 
les techniques classiques par injection de la proteine a 
des aniaaux, recuperation des antiserums, puis des 
anticorps 4 partir des antiserums par exenple par 
chromatographic d'af finite. 

Les anticorps monoclonaux sont produits de 
maniere habituelle en fusionnant des cellules de aye- 
lomes avec des cellules de rate d 'aniaaux prealablement 
immunises a l'aide des proteines de 1' invention. 

Les essais de toxicologic realises avec 
l'adenyl cyclase en 1' absence d'antigene protecteur ont 
deaontre leur absence de toxicite. 

Tout ou partie des sequences 
iamunoprotectrices de ces proteines sont avantageusenent 
utilisees pour 1 'elaboration de vaccins sous reserve de 
ne pas donner lieu i des reactions iaaunitaires 
indesirables nettant en jeu par exeaple l'adenyl cyclase 
de l'hdte. 

L* invention vise done des vaccins 
aoleculaires capables de prevenir les infections 
provoquees par a.anthracis et ses effets toxiques chez 
l'homae et 1' animal, ces vaccins etant 4 base des 
proteines definies ci-dessus, avec un vehicule 
pharmaceutique. 

Les anticorps formes contre l'adenyl 
cyclase de B.anthracis donnant lieu a une reaction 
immunologique croisee avec l'adenyl cyclase de 
p.pertussis . 1' invention fournit avantageusement un 
double vaccin contre les infections provoquees par 
B.anthracis et B,pertU??js. 

On indique ci-apres, 4 titre d'exemple non 
limitatif , les materiels et les m£thodes utilises pour 
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doner et sequencer le gene de l'aienyl cyclase de 
P.anthracia- * 

Les figures 1 et 2 auxquelles il est fait 
reference representent : 

- la figure 1, la carte de restriction d'un fragment 
d' AON d 'environ 3,8 kb portent lc gene SXA de 

P.inthrecia. et 

- la figure 2, les sequences d'acides aiines des -adenyl 
cyclases de B.anthracis (ligne superieure) et de 
Boertussis (ligne inf erieure) . 

a) Souches bact^riennes et plasmides 
On utilise les souches d' E.colj suivantes 

pour la transformation TP610 (S) et pour la transfection 
JM105 (6). 

le plasnide recombinant ais en oeuvre 
PHHA8812 est un derive de pUC8 contenant un fragment 
Eco RV-PstI de 3,8 kb portent les determinants pour 
l'adenylcyclase de B.anthracig (1). le fragment de 
restriction EcoRV-PstI est represent* sux la Figure 1. 

Le plasmide recombinant pKHA88l2 exerce 
une action de complementation, activee par la calno- 
duline, vis-a-vis de la dificience en cyclase d'une 
souche d'f^ffili cya". 

b) Milieux et rfeactifs chi»iques 

25 On realise les cultures sur des milieux LB 

riches de Miller (7). L'ampicilline, lorsqu'elle est 
utilisee, est ajoutee a raison de 100 aicrogramme par 
ml. On utilise les enzymes de restriction AON T4 ligase 
et Pollk (Boehringer - Mannheim) et l'ADR T7 polymerase 

3Q modifiee (Sequenase) commercialisee par 0SBC. Les 
oligodeoxy ribonucleotides utilises cone amorces dans 
le sequencage d'ADM d'une part et le dAIP 35 d' autre part 
sont tels que commercialisms respectiveaent par Pharma 
et par Amershaa. 

35 c) Analyse de la sequence de nucleotides 
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On utilise des sous -clones dans le vecteur 
mono-brin Mi3«p19 (8). Pour engendrcr des dilutions uni- 
directionnelles, on a recours au systtme cyclone (IBI). 

La sequence de nucleotides est determines 
j selon la methode de terminaison de chalae didioxynuclto- 
tide (9) lorsqu'on utilise Pollk ou par une methode de 
terminaison de chaine did*oxynucl*otide modifiee, 
lorsqu'on utilise la S*quenase (10). 

On a determine la sequence de nucleotides 
10 de V insertion d'ADN de p.ar>thyacis de pMXA8812. 

Le fragment de la figure 1 ne comporte 
qu'un cadre ouvert de lecture de 240C pb. Ce dernier 
contient 800 codons all ant du site consiier* comme etant 
le site d' initiation de la traduction au codon de 
15 terminaison TAA. 

Le codon consider* comae codon ATG de 
depart est precede par un site, du type des sites de 
liaison aux ribosomes (RBS), dont la sequence GCAGC est 
compUmentaire du 3' OH de TARN ribosoail 16S. 
2Q La sequence complete de nucleotides du 

cadre ouvert de lecture est representee sur la figure 
2. On constate que la sequence en aval du site RBS est 
particuliereaent riche en A-T. La sequence d'acides 
amines traduite correspond 4 l'tachaineaent IX 
25 ci-dessus. 

Le site de clivage propose sur la Figure 2 
doit fetre corrobore par des donnees concernant le residu 
N -terminal de l'adenyl cyclase. Comme indiqu* plus haut, 
I'adenyl cyclase est vraisemblablement synthetisee par 
3q B.anthracis sous forme d f un plus grand prtcurseur dont 
la sequence signal est eiiminee lors de la secretion. Le 
traiteaent du precurseur devrait conduire A une prot6ine 
mature de M f 89261 . 

d) CpspaTai?On dt? structures primaires des ad£nvl- 

35 cyclases de B.anthracis et de B. pertussis 
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On a represent* sur 1* figure 2, U 
sequence complete du polypeptide de 1'aSenyl cyclase de 
b anthracis (ligne aup*rieure) et 1* sequence polypep- 
tidique W-terminale de l'adinyl eye Use de B.PCFtUgglt 
(ligne infArieure). 

lea astArisques indiquent les acides 
aminAs identiques et les croix des acides aminAs de la 
m&ine classe chimique. 

La comparaison de ces sequences montre 
qu'elles sont dans leur ensemble diff {rentes mais 
qu f elles presentent des parties de forte ou de plus 
faible similitude. 

On constate, en particulier, une simili- 
tude dans un domaine d' environ 400 acides aminAs situ* 
chez r enzyme de B.anthracis dans la partie centrale et 
chez celle de B. pertussis dans la partie 1-terminale. 

Des experiences de dilution in vitro ont 
montrA que la sAquence de 450 acides aainAs de 1'extrA- 
•itA N-terminale de I'adAnyl cyclase de l.pertussiff cor- 
respond au domaine catalytique active par la calmodu* 
line, ce qui amine A reconnaitre le centre catalytique 
de I'adenyl cyclase de B.anthracis dans le region allant 
de I'acide aminA en position 300 A celui en position 
683. 

La similitude la plus isportante cor res* 
pond au peptide de 24 acides aminAs (de la position 342 
A la position 365) . Cette sequence contient cinq rAsidus 

gly et la sequence noyau G GKS (AKS chez 

B. pertussis ) que l'on retrouve souveat dans les pro- 
3Q tAines ayant une affinitA pour les nucleotides. 

Deux autres regions presentent une simi- 
litude plus faible. Elles correspondent aux domaines 
attendant des positions 487 A 501 d'use part et 573 A 
594 d'autre part. 
35 Selon les resultats des etudes effectuAes 
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sur cette sequence d'acides amines l'*Senyl cyclase de 
B.anthracis apparalt organisee en doaair.es fonctionnels . 

Au Boins trois fonctions peuvent ette 
attributes 4 la molecule, a savoir : 
j 1 • 1' interaction avec des cellules eucaryotes. Cettt 
propriete s'exerce par 1' intermediate de l'antigene 
protecteur (PA) qui se fixe tout d'abord aux cellules 
sensibles, puis interagit avec l'adenyl cyclase, 

2 - 1 'internal isation, 

3 - la fixation a la calmoduline et 1 'activation de la 

10 

cyclase. 

La partie centra le de la tslecule (region 
allant des positions 350 a 390) est attribute au domaine 
dependant de la calmodulins 

15 
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REVENDI CATIONS 

1 . Sequence de nucleotides ctracterisee en 
ce qu'elle est constitute par au aoins me partie d'une 
sequence codent pour une proteins 4 activite adenyl 

5 cyclase telle quexprinee par Banthragif 

2. Sequence de nucleotides, caracterisee 
en ce qu'elle est capable de s'hybrider avec des genes 
codant pour une adtnyl cyclase de B.anthracia . 

3. Sequence selon la reveadication 1 ou 2, 
10 caracterisee en ce qu'elle porte l'iaformat ion pour 

1' expression d'une ad£nyl cyclase, ou de fragments de 
cette dernitzes capables de foraer un complexe 
immunologique avec des anticorps diriges zespectiveaent 
contre une adenyl cyclase de B.inthracig ou de 
15 R^grjmiaii, ou contre des fragments d'aae telle adenyl 
cyclase; 

4. Sequence de nucleotides recombinante, 
caracterisee en ce qu'elle comprend one sequence selon 
1' une des revendi cations 1 a 3, le cas echeant associee 

20 a un proaoteur capable de controler la transcription de 
la sequence et une sequence d'ADN codant pour des 
signaux de terainaison de la transcription. 

5. Sequence de nucleotides recombinante, 
associee 4 un proaoteur et 4 un operatevr peraettant de 

25 contr61er la transcription, et 4 une sequence signal 
peraettant la secretion de la proteine dans l'espace 
periplasaique (graa -J ou dans le allies exterieur. 

6. Sequence de nucleotides, caracterisee 
en ce qu'elle est capable de s'hybrider avec une sonde 

30 fornee 4 partir de la sequence presentaot l'enchatneaent 
de nucleotides (I) suivant : 
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GAATTCAAAA TCGGACTTAG AAATACACAT ATAGAAATAA ACAACCTAAT CCATGTCACT 

-400 

• • • • , 
GTACCGTTTT TTTACTAAXT AAACGAAATC AGTGTAAAAA TGAACAGCTG AACTTTATCA 

* • • • i 

ACTTAGAATC TCTTTTTTTA CTTTAAATGC CTAGCT6TTT. TTTCTAATGT TTGTATTTCT 

-300 

AAATATATTT AAATATGAAT TGTAGCTGTG TGCCAAGAGT TATAATTAAT TTAAATAAGA 

-200 

TTATATTTGT AAATAAAATT GTAATTTAAC ATGTAGAATA AAGAGATTTT TAGTTTTATT 

AACAGGATGA AAATCCATAA AACCGTAAAT GTGATTTCTA AATTAGTTTA AAATAAAAAA 

-100 

CAAGGATTTG CTCAGACTTG AGATGAATAT CTAAATATCA AGAACCCAAA GGAGGTTTAA 
GAATGACTAG AAATAAATTT ATACCTAATA AGTTTAGTAT TATATCCTTT TCAGTATTAC 

20 

TATTTGCTAT ATCCTCCTCA CAGGCTATAG AAGTAAATGC TATGAATGAA CATTACACTG 
40 .100 

AGAGTGATAZ TAAAAGAAAC CATAAAACTG AAAAAAATAA AACTGAAAAA GAAAAATTTA 

60 

AAGACAGTAT TAATAACTTA GTTAAAACAG AATTTACCAA TGAAACTTTA GATAAAAXAC 
80 2°0 

AGCAGACACA AGACTTATTA AAAAAGATAC CTAAGGATGT ACTTGAAATT TATAGTGAAT 

100 

TAGGAGGAGA AATCTATTTT ACAGATATAG ATTTAGTAGA ACATAAGGAG TTACAAGAW 
120 300 

TAAGTGAAGA AGAGAAAAAT AGTATGAATA GTAGAGGTGA AAAAGTTCCG TTTGCATCCC 
140 *00 

GTTTTGTATT TGAAAAGAAA AGGGAAACAC CTAAATTAAT TATAAATATC AAAGATTATG 

160 

CAATTAAXAO TGAACAAAGT AAAGAAGTAT ATTATGAAAT TGGAAAGGGG ATTTCTCT T O 
180 500 

ATATTATAAG TAAGGATAAA TCTCTA6ATC CAGAGTTTR AAATTTAATT AAGAGTTTAA 

200 

GOGATGATAG TGATAGTAGC GACCTTTTAT TTAGTCAAAA ATTTAAAGAG AAGCTAGAAS 
220 600 

TGAAZAATAA AAGTATAGAT ATAAATTTZA TAAAAGAAAA TTTAACTGAA TTTCAGCATO 
240 ™0 

CGTTTTCTTT AGCGTTTTCT TATTATTTTG CAOCTGACCA TAGAAOGGTA TTAGAGTTA* 
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aseeeeeega enrnzmm sasassAasa mk@&m$ gagaams , a£ 

2S0 800 

GSGAAAG^S G&AGAAA6AA GGTGSGGAAA AAGASAGGA? ^SGSGCSG AAAGGAGMa 

3®0 

^C?TM AGCSSCAGGS ^AGSACCAG AACAfGCfiGA SGC^AAa mm 
32® * w 

gagaass aaa ffAC&sasasa c*m?AGGe esGraaasaa Gssaeesaea M»a 

34® IQQQ 

aAAGSGGSGs Qsei acaaag &mfos^m sscasggaaa mtrnxms wmxmm 



SAGCSGGASA C&S&CCMKS 1 ^CJU^^ ^^m^ €CA^^ 

scgagaaagg AAA<m>A6AA aasaaaaars caawacagr gcasgaaggs' GAAASAGgaa 

AAASMCftSS AAAG^AGAC CASSTAAGAA naUOMR AAAGGAAAA5' GGGASAASSi? 
44© 26MS6gm MMfiRM ^ GA*AASG6S& JUUUUm^nmttA SCSAASaaS® 
AGGSASASGA ASmGAASS AGC6A3GAAA ACAACGAAG2 ACAA¥ACAA@ ACAAAAGaSS 

dm 

©SAAAASSAe i«RB0O8 eAAAAASSCa ATfGGAGAM SiSAeAAGfg ASm*!^ 
^AGAAG© GgsessgAAG CCGS2AAGAG 6SGA62ASGA Sfm^g^ «©S©§aa 
ORBUC&8& A&2AAAAAAA eAAASACCAC AAAAAGAASG GGAESsAAG^A G^AAfiASSg 

S2@ 

€AAA2SCAS*> AGAAAAGCAA AAAGG^A CflriH«|£ JgRAMUS GGAA^GA^ 

©saaaeeGSA sseAAcaaaG ggaactos? cmmm& a&mcuuos essease®s? 

SSGAASGAAG© AGSCAAASAS y AOGGA^ CAGGGGGGGA SGSSG^aag (gaSGGea©© 

s®msm$s <ecs@Aaaaa@ a^ssaaas ^asaass aaseeasas® 



@2© 



ssfisraaHig aamsaaee Gsscmsaa aaAaasaGCs ecsGGaaaaa 

J SO® ' ' " 

aasessasas sGAGsG&aes Gasee&asaa eaaaaGoeaa aasaaaseaeg ascecaasgi? 
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660 

CAGCAGAGT? TATAAAAAAC TTATCCAGTA TCAGAAGATC TTCAAATGTA GGAGTTTATA 

2000 

680 

AAGATAGTGG CGACAAAGAC GAATTTGCAA AAAAAGAAA6 CGTGAAAAAA ATTGCAGGAT 

700 

ATTTGTCAGA CTATTACAAT TCAGCAAAIC ATATTTTTTC TCAGGAAAAA AAGCGTAAAA 

. 2 100 

720 TATCAATATT TCGTGGAATC CAAGCCTATA ATGAAATTGA AAATGTTCTA AAATCTAAAC 

2200 

740 

AAATAGCACC AGAATACAAA AATTATTTTC AATATTTAAA GGAAAGGATT ACCAATCAAO 

760 

TTCAATTGCT TCTAACACAT CAAAAATCTA ATATTGAATT TAAATTATTG TATAAACAAT 

2300 

780 

TAAACTTTAC A6AAAATGAA ACGGATAATT TT6AGGTCTT CCAAAAAATT ATTGATGAAA 

800 

AATAAATATA TATAATTGT? TTTCTGAAAA TTCATCATTT TAAAGAAGAC ACTAGGAATT 
2400 

AAATAGATG? ATTGAATAG? TATAGTAAIG GTCTTGTATG GACAXACCGC TTATACTTTO 

2S00 

GGAGGTAGTA GATATTAAAC AACATAXAGC AAATGAACTG GATGTAGATC 
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ou l'enchainenent des nucleotides cospleaentaires de la 
sequence (X). 

7. Sequence de nucleotides portent 1' in- 
tonation eenetique correspondent A l'expression d'eu 

5 aoins une per tie d'une adenyl cyclase telle qu'expriaee 
par Lmilumsii, caracterisee en ce qu'elle coeprend eu 
aoins une partie de l'ehchalneaent (I) selon la reven- 
dication 6. 

8. Sequence de nucleotides, caracterisee 
10 en ce qu'elle porte 1 'inf or oat ion correspondant a 

l'expression d'au moins une partie de la sequence en 
acides amines (II) suivante : 
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9. Protiine 4 activite adenyl cyclase du 
type de celle exprinee par ftanthracis ct ses fragaente 
peptidiques, correspondent selon le code genitiqut 
universel, aux sequences de nucleotides de l'une 

j quelconque des revendications 14 1. 

10. Proteine selon la revendication 9, 
correspondent 4 l'enchainenent II d'acides amines selon 
la revendication 8. 

11. Pxottine selon la revendication 9 ou 
1Q 10, caracterisee en ce qu'elle comporte avec l'adenyl 

cyclase de B^BSIiiilsAl une similitude forte pour lea 
regions allant des positions 342 4 145, et une simi- 
litude plus faible pour les donaines attendant des 
positions 487 4 S01 d'une part et 573 4 594 d' autre 
15 part. 

12. Prottine constitute par ou coaprenant 
les doaaines allant de la position 300 i la position 683 
dans r enchalnesent II selon la revendication 8, 
correspondent au centre catalytique dc l'adenyl cyclase 

2Q de p. pertussis ou au doaaine allant de la position 350 4 
390 de l'enchainement II, correspondent au doaaine 
dependant de la calmoduline. 

13. Prot*ine A activite adenyl cyclase 
selon l'une quelconque des revendications 9 a 12, 

2 5 caract*ris*e en ce qu'elle donne lieu 4 une reaction 
iaaunologique croiste avec des anticorps diriges contre 
l'adenyl cyclase de cerveau de rat oo encore 1* adenyl 
cyclase de B. pertussis. 

14. Anticorps polyclonal ou aonoclonal, 
30 caracterise en ce qu'il est dirigi contre tout ou partie 

de la proteine, ou de ses fragments, selon l'une 
quelconque des revendications 9 4 13. 

15. Sonde de detection caracterisee en ce 
qu'elle conprend tout ou partie des sequences de 

35 nucleotides selon l'une quelconque des revendications 1 
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4 8. 

If. Necessaire ou kit pour la nise en 
oeuvre d'une net node de detection du site de liaison 4 
U calaoduiine dans des genes codant pour une adenyl 
cyclase, caracterise en qu'il coaprend : 

- une quant it* deterainee d'une sonde nucleotidique 
selon la revendication 15, 

- avantageusenent, un ailieu approprii 4 la formation 
d'une reaction d 'hybridation entre la sequence 4 
de teeter, et la sonde sus-mentionnee, 

- avantageusenent, des reactifs permettant la detection 
des complexes d 'hybridation formes entre la sequence de 
nucleotides et la sonde lors de la reaciton 
d' hybridation. 

17. Vaccina capables d'induire une 
protection chet l'homme et 1' animal contre une infection 
provoquee par B.anthracjs et le cas *cheant B.oertuasia. 
caracterises en ce qu'il s'agit de vaccina aoleculaires 
renfermant une proteine selon l'une quelconque des 
revendications 9 4 13, en association avec un vehicule 
pharaaceutique . 
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